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略語
材料と化合物
AC Adenocarcinoma
BAC Bronchioloalveolar adenocarcinoma
BCA Bicinchoninic Acid
BEBM Bronchial epithelial basal medium
DAB Diaminobenzidine
DMEM Dulbecco's modified Eagle's medium
ECL Enhanced chemiluminescence
EDTA Ethylenediaminetetraacetic acid
ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay
EMEM Eagle's minimum essential medium
FCS Fetal calf serum
GEO Gene expression omnibus
GO Gene ontology
HEPES 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid
HRP Horseradish peroxidase
LCNEC Large cell neuroendocrine carcinoma
LPA Lysophosphatidic acid
LPC Lysophosphatidylcholine
MCS Multiple cloning site
NCBI National Center for Biotechnology Information
NHBEC Normal human bronchial epithelial cell
NP-40 Nonidet P-40
OPD Ortho-Phenylenediamine
RPMI Roswell park memorial institute
SABM Small airway basal medium
SAEC Small airway epithelial cell
PA Phosphatidic acid
PBS Phosphate buffered saline
PCR Polymerase chain reaction
PVDF Polyvinylidenefluoride
SAEC Small airway epithelial cell
SDS Sodium dodecyl sulfate
SDS-PAGE Sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis
SCC Squamous cell carcinoma
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TBS-T Tris buffered saline with Tween 20
TMB 3,3',5,5'-tetramethylbenzidine
遺伝子名
AGR2 Anterior gradient homolog 2
AFP Alpha fetoprotein
AKT RAC-alpha serine/threonine-protein kinase
ATX Autotaxine
EGFR Epidermal growth factor receptor
ERK Extracellular signal-regulated Kinase
GAPDH Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
LIPH Lipase, member H
LPAR1~6 Lysophosphatidic acid receptor 1~6
MAPK Mitogen-activated protein kinase
PI3K Phosphoinositide 3-kinase
PRDX4 Peroxyredoxine 4
TACE Tumor necrosis factor α converting enzyme
TBP T-box binding protein
TGFα Transforming growth factor α
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1．要旨
肺癌は世界的に最も頻度の高い癌死の原因の一つである。しかし，早期発見，早期治療
の鍵となる肺癌の分子マーカーはまだ十分に確立されていない。これまでに，癌関連遺伝
子のいくつかは発生期に発現が一過的に上昇することが報告されてきた。そこで私は，肺
癌の進展に関与する新規遺伝子を同定するため，アフリカツメガエル (Xenopus laevis) の肺
形成期に一過的に発現が亢進する遺伝子を DNA マイクロアレイにより解析し，lipase
member H (LIPH，PA-PLA1αとしても知られる) を肺形成期において特異的に発現する遺伝
子として同定した。肺癌細胞株を用いた RT-PCR，ウエスタンブロットおよび ELISA解析に
より，LIPHが肺腺癌細胞株で高発現することを見出した。また，肺癌組織を用いた免疫組
織化学解析により LIPHが大部分の肺腺癌および細気管支肺胞上皮癌 (BAC) で発現するこ
とを見出した。さらに，肺腺癌より低頻度ではあるが肺扁平上皮癌においても，LIPHが発
現していることを明らかにした。加えて，肺癌患者において血中 LIPHタンパク質量が早期，
後期いずれに高発現することを ELISA解析により明らかにした。興味深いことに，LIPH遺
伝子を肺腺癌細胞株でノックダウンすると細胞増殖が抑制された。このことから，LIPHが
肺癌細胞の恒常的な増殖に寄与していることが示唆された。しかし，LIPHの過剰発現に寄
って，LIPHが産生する lysophosphatidic acid (LPA) の受容体介在シグナルは活性化されず，
LIPHは LPA受容体非依存的シグナルによって細胞増殖を制御していることが示唆された。
そのため LIPHは，肺癌，特に肺腺癌および BACの新たなバイオマーカーとなり得ると考
えられる。また，臨床検体を用いた予後解析から，LIPHは切除可能な肺癌の早期発見に有
用であり，血清中の LIPH発現量が肺癌の予後予測マーカーとして有用であることが示唆さ
れた。
2．背景
肺癌は世界的に男性，女性で共に最も死者数の多い癌の一つである。肺癌は早期発見が
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困難なために予後が非常に悪いことが知られている。その理由の一つが，適切なバイオマ
ーカーが存在しない事による早期発見の難しさであり，早期肺癌に限れば 5年生存率は 70%
程度と高い。そのため，肺癌の早期発見，すなわち早期発見を可能にするバイオマーカー
を見出すことは，肺癌による死亡を減少させる重要な課題の一つである。また，肺癌は組
織型によって非小細胞肺癌と小細胞肺癌に分類され，非小細胞肺癌はさらに肺腺癌，肺扁
平上皮癌，大細胞癌等のサブタイプに分類される。非小細胞肺癌が肺癌全体の約 85%を占
め，その中でも肺癌全体のおよそ 40%を占める肺腺癌は最も頻度の高い組織型である[2]。
組織型とは腫瘍の分類の一つで，腫瘍を形成する細胞の形態的特徴を示すものである。例
えば，細胞が腫瘍化することにより腺様の形態的特徴を示すものを腺癌，扁平上皮様の形
態的特徴を示すものを扁平上皮癌と呼ぶ。これまでに癌細胞の遺伝子の網羅的解析等によ
り，発癌の開始や癌の進展に関わる数多くの遺伝子が発癌によって変化することが報告さ
れている [3-6]。また，近年の DNAマイクロアレイを用いた研究により，肺癌は組織型に
よって遺伝子発現パターンが異なっていることが明らかになってきた[7, 8]。肺癌は組織型
により治療方針が異なるため，組織型の鑑別を行うこともまた重要な課題の一つである[9,
10]。しかし，肺癌の組織型を明確に分類することができるバイオマーカーはまだ十分に確
立されていない。
現在，臨床において免疫染色に使用される肺腺癌マーカーの一つである Nkx2.1は，アフ
リカツメガエルを始め，マウス，ヒト等多くの生物種において肺原基，すなわち，将来，
肺への分化が予定されているがまだ未分化状態である領域に発現し，肺の発生に必須であ
ることが報告されている[11-14]。また，肝臓癌の血清腫瘍マーカーとして用いられる
α-fetoprotein (AFP) も胎児の肝細胞で発現し，成体になると発現がほとんど消失することが
知られている[15]。さらに最近，肝臓の器官形成に重要な機能を果たす SALL4が肝臓癌の
マーカーあるいは治療ターゲットとなり得ることが報告された[16, 17]。このように，腫瘍
マーカーのいくつかは発生期に発現が一過的に上昇することが知られているが，発生と発
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癌の過程における遺伝子発現の相関はまだ十分に解明されていない。
発生共通の減少や遺伝子を解析するモデルとしてショウジョウバエ、ゼブラフィッシュ、
マウスなど様々なモデル動物が使用されている。アフリカツメガエル (Xenopus laevis) は，
ホルモン注射により多量の胚の入手が容易であり，また胚操作技術も歴史的に確立されて
いることから，発生のモデル動物として古くから用いられている。mRNAのインジェクシ
ョンによる遺伝子強制発現[18] やmorpholino-antisense oligoによる遺伝子ノックダウン法も
確立されており[19]，発生，分化過程における遺伝子解析が成されている[20, 21]。また，未
分化細胞から三次元構造を持った器官への分化誘導法の研究も進んでいる[22-24]。従って，
X. laevisは器官形成期に発現する遺伝子を解析するのに適した生物である。
Lipase member H (LIPH) は Phosphatidic acid specific lipase 1α (PA-PLA1α)としても知られ，
トリアシルグリセリドリパーゼファミリーに属するタンパク質の一つである。LIPHは細胞
外に分泌された後，細胞膜に結合して機能するリパーゼであり，ホスファチジン酸
(Phosphatidic acid, PA) を特異的に加水分解し，成長因子様の生物活性を持つ 2-アシルリゾ
ホスファチジン酸 (2-acyl-Lysophosphatidic acid, LPA) を産生する[25-27]。最近，LIPHは先
天性貧毛症の原因遺伝子として同定された。LIPHは，毛包で幹細胞の豊富に含まれる hair
follicle bulgeに強く発現し，体毛の成長および分化を制御している（[28]，図１）。LIPHに
よる体毛形成には，肺癌のイニシエーションや進展に重要な役割を果たすことが報告され
ている epidermal growth factor receptor (EGFR) シグナルの活性化が重要な役割を果たしてい
ることが LIPHノックアウトマウスを用いた解析によって報告された。LIPHの産生する LPA
が LPA受容体の一つである lysophosphatidic acid receptor 6 (LPAR6) を活性化し，LPAR6の G
タンパク質との結合に起因して Rho-ROCKシグナルが活性化する。その後，protein kinase C
(PKC) により活性化された tumor necrosis factor α (TNFα) converting enzyme (TACE) によっ
て，EGFRのリガンドである transforming growth factor α (TGF-α) の放出が促進されることで
EGFRシグナルの活性化が引き起こされる[29]。また，LPAは受容体介在シグナルを通して
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RAC-alpha serine/threonine-protein kinase (AKT) シグナルやMitogen-activated protein kinase
(MAPK) の活性化を引き起こし，前立腺癌や乳癌のイニシエーションや癌の進展に寄与す
ることが報告されている[30]。しかし，LIPHと癌との関連はまだ報告されていない。
本研究では，X. laevisの肺形成期に特異的に発現する遺伝子の網羅的解析を行うことで，
肺癌の新たなバイオマーカーの探索を試みた。X. laevisのマイクロアレイ解析および既存の
肺癌のマイクロアレイデータベースを統合的に解析することにより、肺腺癌および細気管
支肺胞上皮癌 (Bronchioloalveolar carcinoma; BAC) において特異的に高発現する遺伝子の一
つとして LIPHを見出した。さらに，LIPHが外科手術で除去可能な肺癌の早期発見にも有
用であることを明らかにし，血清中の LIPH発現量が肺癌の予後予測マーカーとなり得るこ
とを見出した。
3．材料と方法
3-1. DNAマイクロアレイ
ステージ 43の X. laevisから 消化管を摘出し，顕微鏡下で消化管から肺出芽領域を切り出
した。切り出した肺出芽領域および肺出芽領域を除く消化管領域（以下，消化管領域と称
する）からそれぞれ ISOGEN (ニッポンジーン）を用いて total RNAを抽出した。1 µgの total
RNAを用いて Quick Amp labelingキット (アジレントテクノロジー) により Cy5あるいは
Cy3標識 cRNAの合成を行った。Cy5標識肺出芽領域 cRNAおよびCy3標識消化管領域 cRNA
あるいは Cy3標識肺出芽領域 cRNAおよび Cy5消化管領域 cRNAを混合し，X. Laevis whole
genomeマイクロアレイ（アジレントテクノロジー）に 65℃で 15時間ハイブリダイゼーシ
ョンし，マイクロアレイスキャナーによりアレイ画像を読み取った。読み取った画像を
Feature Extractionソフトウェア（アジレントテクノロジー）に取り込み，各々のスポットの
蛍光強度を定量することで遺伝子発現量を定量化した。解析は Dyeスワップで行い，いず
れの色素の組み合わせにおいても，肺出芽領域で 2倍以上の発現が認められた遺伝子を肺
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出芽領域特異的遺伝子とした。
3-2. マイクロアレイデータ解析
Feature Extraction ソフトウェアにより定量化した遺伝子発現データを GeneSpring GXソ
フトウェア（アジレントテクノロジー）により解析した。いずれの色素標識条件において
も，肺出芽領域で消化管領域より 2倍以上発現の高い遺伝子を第一段階の肺出芽領域特異
的候補遺伝子とし，アフリカツメガエルアノテーションシステムによりヒトあるいはマウ
スオルソログに変換し，Gene Ontology (GO) termを付与した。さらに，付与した GO termに
基づき，細胞内局在が extracellularあるいは membraneの遺伝子を選択した。これら遺伝子
のコードするタンパク質について，Signal IP (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) や
SOSUI (http://bp.nuap.nagoya-u.ac.jp/sosui/) のようなデータベースでシグナル配列や膜貫通
領域の有無を確認することで，分泌性タンパク質をコードすることが推定される遺伝子を
選択した。
3-3. 細胞培養
本研究には 16種類の非小細胞肺癌由来細胞株を用いた。その内 9株（PC-3, PC-14,
RERF-LC-KJ, RERF-LC-MS, ABC-1, RERF-LC-Ad1, RERF-LC-Ad2, VMRC-LCD, および
LC-2/Ad）は肺腺癌由来細胞株，7株は（PC-1, LC-1 sq, RERF-LC-AI, RERF-LC-Sq1, EBC-1,
HARA, および LK-2）は肺扁平上皮癌由来細胞株である。PC-1および PC-14細胞は免疫生
物学研究所株式会社から購入し，LC-2/Ad, RERF-LC-KJ, RERF-LC-AI, EBC-1, LK-2, および
Sq-1細胞は理化学研究所バイオリソースセンターより譲渡を受けた。ABC-1, HARA, PC-3,
RERF-LC-Ad1, RERF-LC-Ad2, RERF-LC-MS, RERF-LC-Sq1, および VMRC-LCD細胞はヒュ
ーマンサイエンス振興財団資源バンク（現・独立行政法人医薬基盤研究所 JCRB生物資源バ
ンク）より入手した。ABC-1, EBC-1, PC-3, RERF-LC-MS, および VMRC-LCD 細胞は EMEM
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(Wako)+10% FCS培地，HARA, LK-2, PC-1, PC-14, RERF-LC-Ad1, RERF-LC-Ad2, RERF-LC-AI,
RERF-LC-KJ, および RERF-LC-Sq1細胞は RPMI1640 （ナカライテスク）+10% FCS培地，
LC-1 sq細胞はRPMI1640/Ham's F-12 (Wako) +10% FCS培地，LC-2 Ad細胞はRPMI1640/Ham's
F-12 (Wako) +15% FCS +25mM HEPES (pH 7.2) 培地で培養を行った。正常肺上皮細胞として
小気道上皮細胞 (small airway epithelial cell; SAEC) および 正常ヒト気管支上皮細胞
(normal human bronchial epithelial cells; NHBE) をタカラバイオより購入し，それぞれ SABM
および BEBM（共にタカラバイオ）に各種増殖因子を添加した培地を用いて培養した。
Lenti-X 293T細胞（タカラバイオ）は DMEM (Wako) + 10% FCS条件下で培養した。全ての
細胞培養培地はペニシリン/ストレプトマイシンを添加した。また，全ての細胞は 37℃，5%
CO2存在下で培養した。
3-4. 肺癌臨床試料
早期肺癌組織 (stageIA, IB, IIAおよび IIB)，その周辺正常組織，および早期肺癌患者血清
試料およびコントロール血清試料は東大医学部にて倫理委員会にて実験計画を承認後，イ
ンフォームド・コンセントを取得した 78名の患者から取得した。その内訳は，男性 44，女
性 34名，年齢の中央値は 68.0歳で年齢範囲は 34-85歳の間であった。また，組織型別に見
ると，肺腺癌 51例，気管支上皮癌 (Bronchiloloalveolar carcinoma, BAC) 10例，肺扁平上皮
がん 13例，小細胞肺癌検体，腺扁平上皮癌および神経内分泌性大細胞癌 (LCNEC) 各 1例
であった。後期肺癌組織（stage IIIおよび IV），その周辺正常組織および血清試料はビジコ
ムジャパンより購入した。
3-5. 抗体
ウエスタンブロットには抗 SRPX2抗体 (Proteintech)，抗 AGR2抗抗体 (Sigma），抗 AGR3
抗体 (Abcam)，抗 LIPH抗体（ProteinTech)，抗 PRDX4抗体（Novus)，抗 FLAG抗体（Sigma,
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FLAGM2），抗 EGFR抗体（Cell signaling），抗リン酸化 EGFR (Y1068) 抗体（Cell Signaling），
抗 AKT抗体（Cell Signaling），抗リン酸化 AKT (S473) 抗体（Cell Signaling），抗 ERK抗体
（Cell Signaling），抗リン酸化 ERK1/2 (T202/Y204) 抗体 (Cell Signaling），抗α-Tubulin抗体
(Sigma) および抗 Actin抗体（Thermo) を用いた。ELISAには抗 SRPX2抗体（Abcam：固相，
ProSci：検出），抗 LIPH抗体（Proteintech：固相，Sigma：検出）を用いた。
3-6. RT-PCR
6ウェルプレートで 80%コンフルエントに達するまで肺癌細胞を培養し，RNeasy mini kit
(QIAGEN) を用いて，製造者のプロトコールに従って total RNAを抽出した。抽出した RNA
は Nanodropを用いて定量した。肺癌組織試料からの total RNA調整には ISOGEN（ニッポ
ンジーン）を用いた。肺癌組織あるいはその周辺正常組織ブロック（1mm x 1mm x 3mm程
度）に 400 µlの ISOGENを加えて，ヒスコトロン NS-310E（マイクロテック・ニチオン）
を用いて氷上で 30秒間ホモジナイズし，1分間の休止の後，さらに 30秒間ホモジナイズし
た。そこに 80 µlのクロロホルム（Wako）を加え 15秒間撹拌した後，室温で 3分間インキ
ュベートし，13000rpm, 4℃で 15分間遠心分離を行った。水層を回収し，200 µlのイソプロ
パノール（Wako）を加え撹拌後，室温で 5分間インキュベートし，13000 rpm, 4℃で 10分
間遠心分離を行った。上清を除き 400 µlの 70%エタノールを加えた後，13000 rpm, 4℃で 5
分間遠心分離した。上清を除き 5分間の風乾後，適量の DEPC処理水に溶解し，NanoDrop
を用いて RNA量を定量した。細胞株は 1 µg，肺癌試料は 500 ngの total RNAを用いて
PrimeScript II 1st strand synthesis kit (タカラバイオ) を用いて cDNA合成を行った。表１に示
したプライマーを用い，Ex Taq (タカラバイオ) で PCRを反応を行った。また、定量 PCR
反応には Tunderbird CYBR Mix (東洋紡) を用いて PCR反応を行った。定量 PCRの検出に
は CFX96 (Bio-Rad) を用いた。
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3-7. ウェスタンブロット
肺癌細胞を 10cm培養皿で 80%コンフルエントに達するまで細胞を培養し，1mlの lysis
buffer (20 mM Tris-HCl (pH7.4), 150mM NaCl, 1mM EDTA, complete (protease inhibitor cocktail,
Roche)) で細胞を懸濁した。懸濁液を 4℃で 30分間回転混和した後，13000rpm, 4℃で 5分
間遠心分離した上清を細胞抽出液とした。BCAアッセイにより細胞抽出液中のタンパク質
濃度を定量し，10 µgのタンパク質を等量の 2xSDS-PAGEサンプルバッファーと混合した後，
95℃で 5分間煮沸することで SDS-PAGE用試料を調製した。調製した試料を SDS-PAGEに
より分離した後 PVDF膜 (Millipore) に転写し，5% スキムミルク/TBS-Tで室温 30分間ブ
ロッキングを行った後，各抗原に対する抗体で 4℃で一晩あるいは 37℃で 1時間抗体反応
を行った。さらに TBS-Tで 10分間，3回 PVDF膜を洗浄した後，二次抗体反応を室温，1
時間行った。その後、TBS-Tで 5分間，5回洗浄後，ECL反応を行い，LAS1500 及び image
ソフトウェア（富士フィルム）を用いて検出した。
3-8. サンドイッチ Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)
肺癌細胞を 80%コンフルエントに達するまで増殖培地で培養した後，培地を無血清培地
GIT (Wako) に交換し，さらに 72時間培養した。その後、細胞の培養上清を回収し，1000 rpm
で 5分間遠心した上清を培養上清とした。Maxisoap (nunc) プレートに 100 ng/wellの抗体を
固相し，25%ブロックエース（ナカライテスク）で 4℃で一晩ブロッキングを行った。その
後，100 µl/wellの無希釈培養上清あるいは 20%ブロックエース/PBSで 5倍希釈した血清試
料を加えて室温で 1時間反応させた後，検出抗体を加えさらに 1時間の抗体反応を行った。
西洋ワサビペルオキシダーゼ (HRP) 標識抗マウス IgG 抗体を加えて 1時間反応させた後，
オルトフェニルジアミン (Ortho-Phenylenediamine, OPD) 基質を加えて発色反応を適切な時
間行った。3N 硫酸を添加することで発色反応を停止後，492 nmの吸光度を測定した。
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3-8. 免疫組織化学
組織マイクロアレイは Shanghai Outdoおよび SuperBioChipsより購入した。組織マイクロ
アレイには全部で 238個のホルマリン固定パラフィン包埋切片のスポットが搭載されてお
り，スポットの半径は 1mm，切片の厚みは 4µmであった。これらのスポットは 18例の肺
腺癌，18例の BAC，47例の肺扁平上皮癌，10例の肺腺扁平上皮癌，15例の大細胞癌，10
例の小細胞肺癌，2例の癌肉腫，およびそれら腫瘍組織と同一患者由来の周辺正常肺組織で
構成されていた。スライドをキシレンに 10分間，2回浸漬することで脱パラフィンを行い，
100%エタノールに 10分間，2回，90%エタノールに 10分間，70%エタノールに 5分間続け
て浸漬した。さらにMilli-Q水に 10分間浸漬することで親水化処理を行った。抗原の賦活
化は 10mM クエン酸緩衝液 (pH6.0) 中で 100℃で 20分間加熱処理することで行い，内在性
ペルオキシダーゼを失活させるため，0.3%過酸化水素/メタノールで 30分間スライドを処理
した。染色にはタイラマイドを利用したビオチンフリー免疫染色増感システム CASII (Dako)
を使用し，製造者のプロトコールに従って行った。抗体は抗 LIPHウサギポリクローナル抗
体 (Proteintech) を 1:100希釈で使用し，室温で 15分間反応を行った。発色基質には
diaminobenzidine (DAB) を用い，DAB溶液で適当な時間反応させた後，ヘマトキシリンで
対比染色を行なった。観察は IX59顕微鏡（オリンパス）を用い，EOS Kiss X6i (Canon) を
用いて画像を取得した。
3-9. プラスミド作製
1xFLAGおよびマルチクローニングサイト (MCS) をコードするオリゴヌクレオチド (セ
ンス鎖：5'-
GACTCTAGAGCTAGCGGATCCGGCGCGCCGATATCTCGAGCGGCCGCGACTACAAGGAC
GACGATGACAAGTAATCGATGTTAAC -3'，アンチセンス鎖：5'-
GTTAACATCGATTACTTGTCATCGTCGTCCTTGTAGTCGCGGCCGCTCGAGATATCGGCGC
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GCCGGATCCGCTAGCTCTAGAGTC -3'）をアニーリングさせた 2本鎖 DNAを pIRES-puro3
ベクター（タカラバイオ）の EcoRVおよび平滑化した NotI切断部位にライゲーションする
ことで pIRES-puro3-MCSベクターを得た。得られた pIRES-puro3-MCSベクターの NotIおよ
び HpaI切断部位にアニーリングさせた 3xFLAGをコードするオリゴヌクレオチド (センス
鎖：5'-
GCGACTACAAGGACGACGATGACAAGGATTATAAAGATGATGACGATAAAGACTACAAG
GACGATGATGACAAATAATCGATGTT -3'，アンチセンス鎖：5'-
AACATCGATTATTTGTCATCATCGTCCTTGTAGTCTTTATCGTCATCATCTTTATAATCCTTG
TCATCGTCGTCCTTGTAGTCGCGGCC -3') をライゲーションすることで
pIRES-puro3-3xFLAGベクターを得た。
ヒトLIPH遺伝子はABC-1細胞から抽出した total RNAを鋳型として合成した cDNAより，
KOD Plusポリメラーゼ（東洋紡）を用いて取得した。下記プライマー（forward, 5'-
GGAGCTAGCCACCATGCTAAGATTCTACTTATTCATCAG -3', reverse, 5'-
ATAGCGGCCGCCCAACTGCAACTCTGGGCAAAG -3'）を用いてヒト LIPH遺伝子をクロー
ニングし，上述の pIRESpuro3-3xFLAGベクターの NheIおよび NotI切断部位にサブクロー
ニングすることで pIRESpuro3-LIPH･Flagベクターを得た。
3-10. LIPH安定発現細胞株の樹立
6ウェルプレートで増殖培地を用いて80%コンフルエントまで培養したRERF-LC-KJ細胞，
PC-14細胞、あるいは VMRC-LCD細胞に lipofectamine 2000（Invitrogen）を用いて
pIRESpuro3-LIPH･Flagベクターをトランスフェクションした。具体的には，150 µlの
Opti-MEM (GIBCO) に 4 µgのベクターを添加し室温で 15分間インキュベートした。別のチ
ューブに用意した 150 µlの Opti-MEMに 1 µlの lipofectamine 2000を添加後，室温で 15分間
インキュベートした懸濁液に添加し，さらに室温で 30分間インキュベートを行った。
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Lipofectamine-DNA混合液を細胞培養液に滴下し 37℃で培養した。トランスフェクションの
2日後から 2 µg/mlの puromycin (Sigma）を含む培地で培養することで LIPH-FLAGを安定発
現した肺癌細胞株を樹立した。
3-11. RNA干渉
24ウェル細胞培養プレート上に 6 pmolのヒト LIPHに対する siRNA duplexと
Lipofectamine RNAi MAX (invitrogen) を 1 µl混合し 100 µlの Opti-MEMに添加した。20分間
のインキュベート後，1x105個の細胞と混合し，さらに 5分間インキュベートした。コント
ロール siRNAは RNAi Incより購入した。LIPHに対する siRNAの配列は下記に示した通り
で，invitrogenより購入した。 No. 1, sense：5'- GACUAAAUGUGAGGCUGAUGCUCUA -3',
antisense：5'- UAGAGCAUCAGCCUCACAUUUAGUC -3', No.2, sense：5'-
GAACGUAGUUGUUGUUGAUUGGAAU -3', antisense：5'-
AUUCCAAUCAACAACAACUACGUUC -3', No.3, sense：5'-
GAGGAGAGCCCAUUCUGCAUGUAUC -3', antisense：5'-
GAUACAUGCAGAAUGGGCUCUCCUC -3'.
3-12. Wound healing assay
LIPH-Flag安定発現 RERF-LC-KJ細胞あるいは LIPHに対する siRNAをトランスフェクシ
ョンした ABC-1細胞を 80%コンフルエントになるまで培養した後，200-µl ピペットチップ
を用いて細胞培養面に創傷した。直後に微分干渉顕微鏡を用いて創傷領域の写真を撮影し，
細胞を 37℃で培養した。6あるいは 8および 24時間後に創傷領域の写真を撮影し，各画像
の創傷領域の面積を Image Jソフトウェアを用いて算出した。
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3-13. 予後解析
死亡を陽性として receiver operating characteristic (ROC) 解析を行った。早期肺癌患者それ
ぞれの血清中の LIPH発現量において，感度（全死亡者数に対する死亡者の割合）および特
異度（全生存者数に対する生存者の割合）を算出した。X軸に (1-特異度)，Y軸に感度をプ
ロットすることで ROC曲線を作成し，曲線下面積を算出した。また，(１－感度)２＋(１－
特異度)２が最小になる血清中の LIPH発現量を閾値とした。さらに，患者グループを血清中
の LIPH発現量の閾値付近である 6.0 ng以上および未満の 2群に分類した。全生存期間は手
術から原因を問わず死亡するまでの期間によって決定した。また，無再発生存期間は手術
から再発あるいは死亡いずれかが起こるまでの期間によって決定した。経過観察期間終了
まで生存した患者は打ち切りとみなした。最初のイベントが起こるまでの期間をログラン
ク検定によって比較した。各グループにおけるイベントリスクの算出にはカプランマイヤ
ー法を用いた。統計解析は JMP 10統計解析ソフトウェア (SAS institute) を用いた。
4．結果
4.1 アフリカツメガエル初期幼生の肺出芽領域で高発現する遺伝子の同定
肺癌が生じる際，肺の組織においては脱分化に類似した現象がおこり，いわゆる肺の初
期発生において発現する遺伝子が再度上昇する可能性が考えられる。この仮説に基づいて
考えると，新規の肺癌マーカーを同定する上で，初期発生における肺の分化時に発現する
遺伝子は有力な候補となり得ると思われる。そこで，新規マーカーを探索する目的で，初
期発生研究で実績のあるアフリカツメガエル (Xenopus laevis)の初期幼生を材料に用い，肺
出芽領域特異的遺伝子を解析した。まず，ツメガエルの初期幼生においては，肺芽は消化
管に由来することから，肺芽が出芽する stage 43（図２）の初期幼生から消化管を摘出し，
さらに肺出芽領域とその他の消化管領域を切り分け，肺出芽領域を単離した。次に，切り
出した両者における遺伝子発現をアフリカツメガエル genome DNAマイクロアレイを用い
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て約 28,000遺伝子について解析し，両組織における遺伝子の発現を比較した。その結果，
肺出芽領域のみで多く発現する遺伝子を，重複を除いて 2187種見出した。次に，アフリカ
ツメガエルアノテーションシステムを用いてヒトあるいはマウス相同遺伝子に変換して翻
訳タンパク質の機能が同定されているものを選び，更に分泌性タンパク質をコードするこ
とが推定される遺伝子を抽出し，39の中間候補遺伝子を選択した（表２）。ここから肺癌で
の高発現が推定される遺伝子をさらに抽出するため，遺伝子発現データベースとして
BioGPS (http://biogps.org/)および H-Inv (http://h-invitational.jp/hinv/ahg-db/index.jsp) ，DNAマ
イクロアレイデータベースとして NCBI GEO (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) および
Arrayexpress (http://www.ebi.ac.uk/arrayexpress/)を用い，これらの遺伝子が肺の組織で発現し
ているかどうかを調べた。その結果，肺癌において発現が亢進する最終候補遺伝子として
Lipase member H (LIPH) を見出すことができた。そこで，以降は LIPHについて解析を進め
ることにした。
4.2 LIPHは肺腺癌細胞株で発現する
まず初めに，肺癌における LIPHの発現を検討するため，9種類の肺腺癌細胞株および 7
種類の肺扁平上皮癌細胞株を用いて定量 RT-PCR解析により LIPH mRNAの発現量を検討し
た。その結果，LIPHが肺腺癌細胞株 9株中 ABC-1, RERF-LC-Ad1, PC-3, RERF-LC-Ad2,
RERF-LC-KJ, RERF-LC-MSの 6株で高い発現を示すことを見出した。一方，7株の肺扁平上
皮癌細胞株は，最も発現の高かった EBC-1細胞が肺腺癌細胞株 RERF-LC-MSよりわずかに
低い発現を示したものの，他の細胞株は正常肺由来上皮細胞である SAEC, NHBEと同水準
であり，肺扁平上皮癌細胞株における LIPHの発現は全体的に低い水準であった（図３A）。
続いて，LIPHがタンパク質レベルで本当に分泌発現しているのかを検討するため，2種類
の抗 LIPH抗体を用いたサンドイッチ ELISA法により培養上清中における LIPHタンパク質
の発現量を解析した。その結果、定量 PCR解析で最も高い LIPHの発現を示した ABC-1細
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胞が LIPHを強く分泌発現していることが観察された。しかし，その他の肺腺癌及び肺扁平
上皮癌細胞株では LIPHの培養上清中への分泌発現はほとんど認められなかった（図３B）。
さらに，これら細胞の抽出液を用いてウエスタンブロット解析を行うことで，ELISAで検
出されたシグナルがLIPHのタンパク質発現量を示しているか確認した。ABC-1細胞でLIPH
の推定分子量である 55kDa付近に強いシグナルのバンドが観察され，PC-3細胞および
RERF-LC-KJ細胞でもわずかにバンドが検出された。一方，正常肺上皮細胞および肺扁平上
皮癌細胞ではそのシグナルはほとんど検出されなかった（図３C）。ABC-1細胞における
LIPHの発現が、ELISAでは PC-3, RERF-LC-KJ細胞の約 2倍であったのに対し、ウエスタ
ンブロットではそれを大幅に上回る発現が観察されたが、これは細胞内外のタンパク質発
現量が細胞株によって異なることが原因であると考えられた。以上の結果より，LIPHが肺
腺癌細胞株で高発現することを明らかにした。
4.3 LIPHは臨床肺癌試料で高発現する
次に，LIPHが実際に肺癌で高発現するのか検証するため，肺癌患者より得た腫瘍組織に
おける LIPHの発現を定量 RT-PCRによって検討した。その結果，LIPH mRNAは 42% (19
例中 8例) の後期肺癌患者（病理 stage IIIあるいは IV）の組織中で発現が亢進していた。さ
らに腺癌およびその亜型である BACに限定するとより高頻度に発現が亢進していた (12例
中 6例 50%) (図４A)。一方，肺扁平上皮癌で LIPHの発現上昇が認められたのは 33% (6例
中 2例)で，肺腺癌と比較して低い頻度であった。さらに，早期肺腺癌組織（病理 stage IA）
における LIPH mRNAの発現量を定量 PCR解析により検討したが，その発現上昇は 14%
(2/14) の肺癌で観察されただけであった（図５A）。次に，後期肺癌患者（病理 stage IIIある
いは IV）より取得した血清中における LIPHタンパク質の発現量をサンドイッチ ELISAに
より検討した。血清中の LIPH発現量の平均値は肺癌患者 (n=48) で 7.18 ng/ml, コントロー
ル群 (n=40) で 5.31 ng/mlであり，肺癌患者の血清中の LIPH発現量はコントロール群と比
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較して有意に高い値を示した (p<0.05, 図４B)。さらに早期肺癌患者（病理 stage Iあるいは
II）においても血清中 LIPH発現量を検討したところ，血清中の LIPH発現量の平均値は肺
癌患者 (n=78) で 7.21 ng/ml, コントロール群 (n=26) で 4.48 ng/mlであり，コントロール群
と比較して肺癌患者で有意に高い血清中の LIPH発現量を示した (p<0.05, 図５B)。そこで
私は，臨床で最もよく用いられる血清腫瘍マーカーの一つである Carcinoembryonic antigen
(CEA) 値との相関を検討したが，相関係数が早期肺癌では 0.0082，後期では 0.0006となり，
いずれにおいても血清中の LIPH発現量と血清中の CEA発現量の間に相関は認められなか
った（図６Aおよび B）。
さらに私は，組織マイクロアレイを用いて，肺癌組織試料における LIPHタンパク質の発
現量を免疫組織化学によって検討した。肺腺癌では 88.9% (18例中 16例)（図７A），BAC
では 83.3% (24例中 20例) の高い割合で肺癌細胞の細胞質に陽性所見を呈し，BACの中で
も一般的に比較的予後の不良と言われる粘液産生型 (図７B) および予後の良好な非粘液産
生型 (図７C) の BAC[31, 32]でいずれも陽性であった。また，肺扁平上皮癌においても肺腺
癌より陽性率は低いものの，細胞質に陽性所見を呈した (47例中 37例, 76.6%) (図７D, E)。
強陽性例に限ってみると，肺腺癌は 18例中 4例 (22.2%)，BACは 24例中 10例 (41.6%)，
肺扁平上皮癌では 47例中 5例 (10.6%) となり，肺腺癌および BACでは陽性率が高いだけ
でなく，発現量も高いことを見出した（表３）。小細胞肺癌において，LIPHは 10例中 4例
では非小細胞肺癌と同様，細胞質に陽性所見を呈し（図８A)，10例中 3例では陰性所見を
呈した（図８B)。しかし，10例中 3例では核等の細胞質以外に染色が見られる不明瞭な染
色パターンを呈し（図８C)，小細胞肺癌における LIPHの発現には，典型的なパターンが存
在しないことが示唆された。正常肺組織における LIPHの発現は全体的に低いものであった
が，II型肺胞上皮細胞およびクララ細胞では細胞質に弱い陽性所見が認められた（図７F）。
これらの結果は，LIPHが非小細胞肺癌，特に肺腺癌および BACのバイオマーカーである
ことを示唆していると考えられた。
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4.4 LIPHは肺癌細胞の細胞増殖を促進する
続いて，肺癌細胞株を用い，LIPHの過剰発現あるいはノックダウンによって，LIPHの肺
癌における機能を検討した。まず初めに，内在性 LIPHを弱く発現する肺腺癌細胞株の一つ
であるRERF-LC-KJ細胞（図３C）を用いて，C末端に FLAGタグを付加した LIPH (LIPH-Flag,
図９A) を安定発現する細胞株を樹立した（図９B）。1×105個の LIPH安定発現細胞あるい
はコントロール細胞を播種後，72時間後にそれぞれ細胞数を計測したところ，LIPH安定発
現細胞は 1.94×105個，コントロール細胞は 1.69×105個であり，2つの細胞の間に細胞増殖
の有意な差は見られなかった（図１０A）。次に LIPHの細胞遊走へ与える影響を検討するた
め，wound healing assayを行った。創傷から 8時間後には LIPH安定発現細胞およびコント
ロール細胞のいずれにおいても創傷領域への遊走細胞が観察されたが，観察された遊走細
胞数に差は見られなかった（図１０B）。また，各細胞の創傷領域の面積を計測したが，い
ずれの細胞も創傷から 8時間後には 93%まで縮小し，創傷領域の減少率に差は認められな
かった（図１０C）。次に，内在性 LIPHを発現しない肺腺癌細胞株 PC-14細胞（図３A）を
用いて LIPH-Flag安定発現細胞を樹立し（図１１A），同様の解析を行った。1×105個の細
胞を播種後 72時間後の細胞数は，LIPH安定発現細胞が 2.56×105個，コントロール細胞が
2.46×105個となり，2つの細胞の間に細胞増殖の差は認められなかった（図１１B）。また，
wound healing assayの結果，LIPH安定発現細胞，コントロール細胞のいずれも，創傷領域
への遊走細胞が少数確認されたが，2つの細胞の間に遊走細胞数の差は認められなかった
（図１１C）。創傷領域の面積を計測したところ，LIPH安定発現細胞，コントロール細胞の
いずれも創傷から 8時間後に創傷領域の面積が 80%まで縮小しており，両者の間に差は見
られなかった（図１１D）。さらに，内在性LIPHを発現しない第 3の肺腺癌細胞株VMRC-LCD
でも LIPH-Flag安定発現細胞を樹立し（図１２A），細胞増殖能の差を検討した。1×105個
の細胞を播種後 72時間後の細胞数は，LIPH安定発現細胞で 1.56×105個，コントロール細
胞で 1.66×105個であり，これら細胞の間に細胞増殖の差は見られなかった（図１２B）。次
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に私は，内在性 LIPHを高発現する ABC-1細胞において（図３A-C），siRNAを用いた LIPH
の一過的なノックダウンによる細胞増殖および細胞遊走能への影響を検討した。本実験の
ため，異なる 3つの領域を認識する siRNAを設計し，各 siRNAの LIPHノックダウン効率
を検討したところ，3番の siRNA (siLIPH3) が最もノックダウン効率が高く，1番の siRNA
(siLIPH1) が次にノックダウン効率が高かった（図１３A）。そこでまず，siLIPH3を用いて
細胞増殖能，遊走能の検討を行った。1×105個の細胞を播種後 72時間後の細胞数は，siLIPH3
トランスフェクション細胞で 1.68×105個，コントロール siRNA (siControl) トランスフェク
ション細胞で 2.62×105個であり，siLIPH3のトランスフェクションにより，ABC-1細胞の
増殖が有意に抑制された（p<0.05, 図１３B）。続いて，wound healing assayにより細胞の遊
走能を検討した。コントロール細胞は創傷から 8時間後に創傷面積が 95.6%，24時間後に
は 84.8%まで縮小したのに対し，LIPHノックダウン細胞は創傷から 8時間後に 99.1%，24
時間後にも 90.3%まで縮小するに留まり，LIPHノックダウン細胞で有意に創傷領域の縮小
が抑制された（p<0.05, 図１３C, D）。このことから，LIPHが細胞増殖あるいは遊走に必要
であることが示唆された。しかし，詳細な観察ではいずれの細胞でも創傷領域への顕著な
遊走細胞を観察するには至らず，LIPHのノックダウンは細胞遊走でなく増殖を抑制するこ
とが示唆された（図１３C）。次に，細胞増殖の抑制が LIPHのノックダウンによるものであ
ることを再確認するため，ターゲット配列の異なる LIPHに対する siRNA (siLIPH1) を用い
て同様の解析を行った。1×105個の細胞を播種後 72時間後の細胞数は，siLIPH1トランス
フェクション細胞で0.63×105個，siControlトランスフェクション細胞で2.62×105個であり，
siLIPH1のトランスフェクションにより，ABC-1細胞の増殖が有意に抑制された（p<0.05, 図
１４A）。続いて，wound healing assayによる検討を行った。コントロール細胞は創傷から 8
時間後に創傷面積が 95.6%，24時間後には 84.8%まで縮小したのに対し，LIPHノックダウ
ン細胞は創傷から 8時間後に 99.1%，24時間後にも 94.6%まで縮小しただけであり（図１４
B, C），siLIPH3により LIPHをノックダウンした際と同様の結果を得た。従って，LIPHの
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ノックダウンは肺癌細胞の細胞増殖を抑制することが示され，LIPHは肺癌細胞の増殖に必
要なタンパク質であることが示唆された。
4.5 肺癌細胞において LIPHは LPA受容体非依存的シグナルにより増殖を促進する
LIPHが肺癌細胞において細胞増殖を制御する分子メカニズムを明らかにするため，毛包
への分化時に LIPHの産生する LPAおよび LPA受容体介在シグナルによる活性化が報告さ
れている EGFRシグナル分子[29]の解析を行った（図１５A）。siRNAにより LIPHをノック
ダウンした ABC-1細胞，LIPH-Flagを過剰発現した RERF-LC-KJ細胞を用いて EGFRのリ
ン酸化をウエスタンブロットにより検討した。しかし，LIPHノックダウン ABC-1細胞にお
ける EGFRのリン酸化状態はコントロール細胞と差が見られなかった。また，RERF-LC-KJ
細胞は LIPH-Flagの発現に関わらず EGFRの発現が観察されなかった（図１５B）。次に，
LPA受容体介在シグナルにより活性化することが報告されているMAPKおよびAKTシグナ
ル分子[30]の解析をウエスタンブロットにより行った（図１６A）。ところが，AKT, ERKい
ずれのタンパク質も LIPHノックダウン ABC-1細胞，LIPH安定発現 RERF-KC-KJ細胞とコ
ントロール細胞の間にリン酸化状態の差は観察されなかった（図１６B）。そこで私は，LIPH
による細胞増殖の制御が，これまで癌との関連が報告されてこなかった LPA受容体介在シ
グナルにより引き起こされているのではないかと考え，肺腺癌細胞株における 6つの LPA
受容体遺伝子 (LPAR1~6) の発現を検討した。その結果，LIPHを高発現した ABC-1細胞は
LPAR2の発現のみが観察された。一方，LIPHの発現レベルが低かった PC-3細胞および
RERF-LC-KJ細胞では LPAR1, 2および 6の発現が主に観察され，LIPHを発現していなかっ
た SAECでは 6種全ての LPA受容体遺伝子の発現が観察された（図１７）。従って，肺癌細
胞における LIPHの発現量は LPA受容体遺伝子の発現と相関しないことが示唆された（図
３A， 図１７）。さらに，LIPHをノックダウンした ABC-1細胞および LIPH-Flagを安定発
現した RERF-LC-KJ細胞において LPA受容体遺伝子の発現を検討した。その結果，LIPHノ
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ックダウン ABC-1細胞においても，LIPH-Flag安定発現 RERF-LC-KJ細胞においても，コ
ントロール細胞と比較して LPA受容体遺伝子の発現量に差は認められず（図１８)，肺癌細
胞において LIPHの発現は LPA受容体遺伝子の発現を制御していないことが示唆された。
以上の結果より，肺癌細胞における LIPHは，LPA受容体非依存的シグナルによって細胞増
殖を制御している可能性が示唆された。
4.6 血清 LIPH高値群は切除後の予後が良好である
血清中の LIPH発現量の予後予測能を評価するため，死亡を陽性として ROC解析を行っ
た。各試料の血清 ELISA値における感度，特異度を求め，ROC曲線を作成した結果，曲線
下面積は 0.683となった（図１９）。また，(１－感度)２＋(１－特異度)２が最小になる値が最
も診断精度が高くなるため，ROC曲線よりこの値を求めたところ，閾値は 6.27 ng/mlであ
った。そこでさらに血清中の LIPH発現量と予後の関係を明らかにするため，暫定カットオ
フ値を 6.0 ngに設定し，早期肺癌患者を高値群 (6.0 ng/ml以上，n=46) および低値群 (6.0
ng/ml未満，n=32) に分けて後ろ向き予後解析を行った。外科手術後の無再発生存期間につ
いて検討した結果，LIPH高発現群は低値群と比較して有意差はないが予後が良好な傾向を
示した（図２０A）。また全生存期間について検討した結果，血清中 LIPH高発現群は低発現
群と比較して有意に予後が良好であった (p<0.05)（図２０B）。さらに，術後補助化学療法
が行なわれた 16例を除外して解析を行ったところ，血清中 LIPH高発現群 (6.0 ng/ml以上，
n=37) が低発現群 (6.0 ng/ml未満，n=25) と比較して有意に予後が良好であることを見出し
た (p<0.05)（図２０C）。以上の結果は，早期肺癌患者の外科手術後の良好な予後が血清中
LIPHの高発現と相関していることを示唆しており，LIPHが予後予測マーカーとして有用で
あることを示唆していると考えられた。
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5．考察
最近，癌胎児性タンパク質 SALL4が肝臓癌のがん遺伝子でありかつ治療ターゲットとな
りうることが報告された[16]。SALL4は ES細胞の未分化性の維持に重要な役割を果たす遺
伝子で[33, 34]，また肝臓の発生時に一過的に発現が亢進することが知られている[17]。さら
に，現在最もよく用いられる腫瘍マーカーの一つである CEAと比較して血液診断マーカー
として肺癌の診断精度が高いことも報告された AGR2についても[35]，本研究で肺出芽領域
特異的遺伝子として再発見されている。加えて本研究においても，肺発生期に特異的に発
現する遺伝子 LIPHが，非小細胞肺癌，その中でも特に，肺腺癌および BACのバイオマー
カーであることを見出した。LIPHの分子機能については，ノックダウン実験から LIPHが
肺癌細胞の細胞増殖に必要なタンパク質であることが示唆されたが，過剰発現による細胞
増殖促進効果はほとんど見られないことから，肺癌細胞の細胞増殖を協力に促進する癌形
成促進因子とは考えにくく、むしろ LIPHの肺癌細胞における貢献は限定的であると考えら
れた。一方，臨床サンプルを用いた解析から、血清中の LIPH発現量が肺癌の早期発見に有
用であることを明らかにし、また、外科手術で除去可能な肺癌の予後予測マーカーとなり
得ることを示した。これらの知見を総合すると，X. laevisを始めとしたモデル生物の器官形
成期の遺伝子発現に基づくバイオマーカーの探索という本研究の手法は，従来のアプロー
チで見落とされてきた新たな腫瘍マーカーを発見するのに有効な手法であると考えられる。
LIPH遺伝子は 3q.27に位置しており，3番染色体の長腕は肺扁平上皮癌で最も高頻度に
遺伝子増幅の見られることが報告されている領域の一つである[6, 36]。この領域には p63,
phosphatidylinositol 3-kinase C catalytic subunit isoform-α (PI3KCA), and sex-determining region
Y-box 2 (Sox2) 等の肺扁平上皮癌ドライバー遺伝子がコードされている[37-39]。また，肺扁
平上皮癌における 3q.27の増幅は約 30%の頻度で発生することが報告されている[40, 41]。
本研究において，定量 PCR解析によって LIPH遺伝子の発現亢進が同等の頻度で観察され
たことから，本解析結果は肺扁平上皮癌における LIPH遺伝子の発現亢進は染色体上の遺伝
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子増幅によって引き起こされている可能性を支持するものであると考えられる。一方，肺
腺癌における 3q.27の遺伝子増幅の頻度は肺扁平上皮癌と比較して低いことが報告されて
いる[42, 43]。しかし，本研究や公共データベースに登録された DNAマイクロアレイデータ
において，肺腺癌および BACにおける LIPH遺伝子の発現亢進は遺伝子増幅の報告されて
いるより高頻度に観察された。そのため，肺腺癌における LIPHの発現亢進は遺伝子増幅で
はなく転写の活性化により起こっている可能性が示唆される。
LIPHは LPA産生酵素である[25-27]。毛包細胞において，LIPHの産生する LPAが LPAR6
を活性化し，受容体介在シグナルにより EGFRシグナルを活性化することも報告されてい
る[29, 44-48]。他に LPA産生酵素として知られている Autotaxine (ATX) は前立腺癌，乳癌，
メラノーマで発現することが報告されており[27, 49-52]，受容体介在性 ATX-LPAシグナル
は発癌の開始や癌の進展に関与することが報告されている[30, 53-56]。ATXの活性化した腫
瘍では，ATX-LPAシグナルが mitogen-activated protein kinase (MAPK) あるいは PI3K/Akt経
路を活性化することにより細胞増殖や遊走を促進することが知られている[53, 57]。また，
大腸癌細胞において，LPA介在シグナルは EGFRシグナルを活性化し細胞増殖を促進する
ことが報告されている[58]。しかし本研究では，LIPHの過剰発現，ノックダウンのいずれ
によってもこれらシグナルの活性化は観察されなかった（図１５，１６）。また，LIPH発現
量依存的な LPA受容体の発現制御も観察されなかった（図１７，１８）。その一方で LIPH
のノックダウンは細胞増殖を抑制したことから，LIPHは肺癌細胞においてある程度の細胞
増殖に寄与していることが示唆された。以上の結果より，LIPHは LPA受容体非依存的経路
によって基底レベルの肺癌細胞の増殖維持に必要とされている可能性が示唆された。LIPH
が基底レベルの癌細胞の増殖に寄与するしくみについては，今後，詳細を検討する必要が
ある。
免疫組織化学の結果，LIPHタンパク質は肺腺癌や BAC等の非小細胞肺癌において非常
に高い頻度で観察された。定量 PCR解析の結果に比べてはるかに高頻度に LIPHの発現が
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観察されたが，これは，定量 PCRに用いた試料がレーザーマイクロダイセクション等を行
ったものではないために，試料中に LIPHの発現していない細胞も多く含まれており、定量
PCR用サンプルが LIPH陰性サンプルで希釈されていることが原因であると考えられる。ま
た，免疫組織化学陽性であっても全ての癌細胞においてLIPHが検出される訳ではないため，
LIPH陽性細胞を定量 PCRで検出するのはその検出感度に限界があると考えられた。特に早
期肺癌では、用いた組織中に肺癌細胞数が少なかった可能性は高く、そのために定量 PCR
による発現頻度が低かった可能性が高いと考えられる。そのため，LIPHの検出には免疫組
織化学を用いたほうが高感度に検出できると考えられた。正常肺組織において LIPHは II
型肺胞上皮細胞およびクララ細胞でその発現が観察された。肺サーファクタントを構成す
るタンパク質の一つである肺サーファクタントタンパク質 A (pulmonary surfactant protein A,
SP-A) は，正常肺細胞において II型肺胞上皮細胞，クララ細胞および肺マクロファージで
の発現が報告されており[59]，本研究で解析した LIPHの発現パターンが SP-Aのそれと類
似していた。SP-Aは肺腺癌の免疫染色マーカーとしても用いられており [60, 61]，LIPHが
肺腺癌マーカーとして有用である可能性を示していると考えられた。肺腺癌における LIPH
と SP-Aの発現の相関は解明されていないが，肺腺癌の腫瘍形成において協調して機能して
いる可能性があると考えられる。また、他に有用な肺腺癌の免疫染色マーカーとして Napsin
Aが知られている。Napsin Aの肺腺癌における陽性率は 85%程度であることが報告されて
おり[62]、本研究で示した LIPHの肺腺癌における陽性率と同等であることから、LIPHは
Napsin Aと同程度の検出能があることが期待される。さらに LIPHは血清中で検出可能であ
り、免疫染色に限らない広い用途での応用が期待できると考えられ、Napsin Aと比較して
も有用な肺癌マーカーであることが示唆された。
また本研究の結果から、血清中の LIPH発現量は肺癌症例で上昇しており，肺癌の早期発
見に有用であると考えられた。しかし、コントロール群にも血清中の LIPHを高発現する例
が観察され、また、それら症例に共通の臨床的背景が見出だすことはできなかった。さら
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に症例数を増やすことに加え、高発現した症例の経過観察を行うことにより、コントロー
ル群で LIPHを高発現する機序について検討を行う必要があると考えられる。腫瘍マーカー
は、単独で用いずいくつかの組み合わせにより診断精度を向上させることが一般的である。
血清中の LIPH発現量は、血清中の CEA発現量と明確な相関がなく，血清中 CEA発現量が
低いサンプルの中にも血清中の LIPH発現量が高いサンプルが存在したことから、これらマ
ーカーを組み合わせることで肺癌検出の陽性率が上昇することが期待される。さらに，血
清中の LIPH発現量が 6.0 ng/ml以上の症例は 6.0 ng/ml未満の症例と比較して予後が良好で
あった。血清中の LIPH発現量が高値症例で良好な予後を示した理由についてさらに検討を
行う必要があるが，今回私が発見したマーカーは肺癌の早期発見に有用であり，かつマー
カー高値例では切除後予後が良好であることより，治癒しうる肺癌症例の早期発見に有用
であろうと期待される。近年胸部 CTを用いた肺癌検診はレントゲンと比較して肺癌死亡率
の減少を認めており肺癌の早期発見に有用であるとされているが，CTを用いた検診は放射
線被爆やコスト負担の問題があることから、本研究で同定した新たな血清マーカーを用い
た早期肺癌の発見は臨床的にも有用性が高いと考えられる[63]。
本研究で私は，LIPHが肺癌の早期発見および予後予測に有効なバイオマーカーであるこ
とを示したが，その分子メカニズムが十分に明らかになったとは言えない。LIPHは腫瘍で
高発現する一方で、LIPHが高発現する症例は良好な予後を示すことから、LIPHは腫瘍の原
因であるというよりはむしろ、腫瘍化した結果起こる炎症や腫瘍に対する免疫応答に機能
している可能性があると考えられる。そこで今後は、LIPHの発現が肺癌で亢進するメカニ
ズム，また，LIPHが肺癌細胞の増殖に寄与するメカニズムの解明をより詳細に行っていき
たい。さらに，血清中の LIPH高発現群が外科手術後に良好な予後を示した理由について，
患者の臨床的背景や病理組織学的な特徴の同定などを解析することにより明らかにするこ
とが必要であると考えられる。
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表１．RT-PCRに用いたプライマー
遺伝子名 Forward primer Reverse primer
GAPDH 3'-ATTTGGCTACAGCAACAGGGTG-5' 3'-CAAGGGGTCTACATGGCAAC-5'
LIPH 3'-TCTGGGTTTGTTGGAGAGATG-5' 3'-TCAGTGTCGGAATGGATGAC-5'
LPAR1 3'-ATTTCACAGCCCCAGTTCAC-5' 3'-ACATAGATTGCCACCATGAC-5'
LPAR2 3'-ACCCAACCAACAGGACTGAC-5' 3'-GAAGAGCCAGATTCCTGCAC-5'
LPAR3 3'-TGCTCATTTTGCTTGTCTGG-5' 3'-CACAACCATGATGAGGAAGG-5'
LPAR4 3'-GTGCGCTCCCAAGCTATTAC-5' 3'-AGGCTTTGTGGTCAAAGGTG-5'
LPAR5 3'-TGCACTTGGTGGTCTACAGC-5' 3'-GGTGCAGTGCGTAGTAGGAG-5'
LPAR6 3'-TGTATGGGTGCATGTTCAGC-5' 3'-GCCAATTCCGTGTTGTGAAG-5'
TBP 3'-AATCTTGGTTGTAAACTTGACCTA -5' 3'-CTTGGGATTATATTCGGCGT-5'
図表
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表２．X. laevis stage 43における肺特異的な分泌性タンパク質をコードする遺伝子
ID Title Gene LogRatio:O/L LogRatio:L/O
Xl.353 Collagenase-3 gene A -1.55E+00 1.63E+00
Xl.21626 Collagenase 3 MMP-13 -1.50E+00 1.52E+00
Xl.23810 CDNA clone IMAGE:6873521 -1.43E+00 1.65E+00
Xl.368 Cerberus cer -1.41E+00 1.14E+00
Xl.1076 Hypothetical protein MGC52564 MGC52564 -9.70E-01 9.87E-01
Xl.872 P-domain peptide pS2 gene product homolog p1-A-prov -8.83E-01 6.35E-01
Xl.18850 Transcribed locus -8.29E-01 8.17E-01
Xl.29420 Collectin sub-family member 11 colec11-prov -8.20E-01 7.08E-01
Xl.16623 Tissue inhibitor of metalloproteinases-3 timp3-A -7.63E-01 8.50E-01
Xl.415 Interleukin-1-beta il1b-A -7.49E-01 6.92E-01
Xl.999 Cephalic hedgehog protein chh-A-prov -7.48E-01 1.01E+00
Xl.32643 MGC80621 protein MGC80621 -7.41E-01 6.67E-01
Xl.1000 Desert hedgehog homolog (Drosophila), hedgehog protein 4 dhh-A -6.98E-01 5.40E-01
Xl.47623 MGC80724 protein MGC80724 -6.48E-01 5.07E-01
Xl.1589 Np77 LOC397989 -6.05E-01 5.98E-01
Xl.332 Xwnt-8b protein Xwnt-8b -5.49E-01 6.21E-01
Xl.9836 Hypothetical protein MGC68721 MGC68721 -5.34E-01 5.33E-01
Xl.10653 Transcribed locus -5.28E-01 4.85E-01
Xl.841 Platelet-derived growth factor A chain, long form PDGFA -5.19E-01 4.79E-01
Xl.2243 Fibronectin protein fibronectin -4.76E-01 4.98E-01
- 30 -
Xl.866 Morphogen LOC398047 -4.73E-01 4.16E-01
Xl.193 Proglucagon I gcg-A -4.57E-01 3.88E-01
Xl.34510 Hypothetical LOC495679 LOC495679 -4.55E-01 4.70E-01
Xl.868 Wingless-type MMTV integration site family, member 5A wnt5a-B -4.48E-01 3.27E-01
Xl.3275 Pancreatic elastase 1 LOC398300 -4.48E-01 6.19E-01
Xl.53651
Transcribed locus, weakly similar to XP_425706.1 PREDICTED: similar to Laminin alpha-5
chain precursor [Gallus gallus]
-4.48E-01 4.18E-01
Xl.49496 R-spondin 2 Rspo2 -4.44E-01 5.11E-01
Xl.53226
Transcribed locus, weakly similar to XP_416688.1 PREDICTED: similar to secretory protein
containing thrombospondin motifs [Gallus gallus]
-4.18E-01 4.32E-01
Xl.21495 Spondin 1, (f-spondin) extracellular matrix protein spon1-A -3.98E-01 4.22E-01
Xl.54052 Leptin precursor (ob) -3.53E-01 4.70E-01
Xl.53038
Transcribed locus, weakly similar to XP_520065.1 PREDICTED: similar to MAM domain
containing 2; MAM domain containing 1 [Pan troglodytes]
-3.52E-01 3.88E-01
Xl.14787 Hypothetical protein MGC68672 MGC68672 -3.42E-01 3.41E-01
Xl.29373 Preprosomatostatin 1a LOC398676 -3.42E-01 3.43E-01
Xl.195 Proglucagon II MGC64426 -3.32E-01 3.60E-01
Xl.1922
Transcribed locus, moderately similar to XP_422284.1 PREDICTED: similar to laminin,
gamma 1 precursor; formerly LAMB2 [Gallus gallus]
-3.31E-01 3.60E-01
Xl.380 Wingless-type MMTV integration site family, member 2B wnt2b-A -3.29E-01 6.98E-01
Xl.289 Neuregulin 1 nrg1-A -3.23E-01 3.54E-01
Xl.23153 Transcribed locus, weakly similar to XP_444652.1 PREDICTED: prolactin [Gallus gallus] -3.14E-01 4.13E-01
Xl.1001 Banded hedgehog protein bhh-A-prov -3.05E-01 3.11E-01
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表３．免疫染色による各組織型における LIPH陽性率
図７および８で示した 126例の肺癌試料に対する抗 LIPH抗体での免疫組織化学の結果から，
各組織型における陽性率を算出した。
組織型 計 強陽性 a 陽性 b 不明瞭 陰性 a, % a+b, %
肺腺癌 18 4 12 0 2 22 89
BAC 24 10 10 3 1 42 83
扁平上皮癌 47 5 31 5 6 11 77
腺扁平上皮癌 10 3 7 0 0 30 100
大細胞癌 15 3 11 0 1 20 93
小細胞肺癌 10 1 3 3 3 10 40
癌肉腫 2 0 2 0 0 0 100
合計 126 26 76 11 13
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図１．LIPHの作用機序の概略（A. Inoue et al., LPA-producing enzyme PA-PLA(1)alpha regulates
hair follicle development by modulating EGFR signalling, Embo J 30 (2011) 4248-4260.より改変）
図１
Phosphatidic acid (PA)
Lysophosphatidic acid (LPA)
上皮細胞 
LPAR6
体毛の成長，分化
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図２．新規肺癌マーカー探索の概略
図２
Xenopus laevis (stage43) 肺･咽頭部位vs他の消化管 で
マイクロアレイによる遺伝子発現解析
肺・咽頭部位で発現が2倍以上の遺伝子を選択
ツメガエルアノテーションデータを用いてヒトオルソログに変換
消化管 肺出芽
  Stage43の肺
肺・咽頭部位
各種データベースで肺における発現を確認
上記より分泌性タンパク質をコードする遺伝子を選択
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図３．LIPHは肺腺癌細胞株で高発現していた。(A) ヒト肺癌細胞株，正常ヒト小気道上皮
細胞 (SAEC) および正常ヒト気管支上皮細胞 (NHBE) における LIPH mRNA発現量を定量
PCRにより定量した。LIPH mRNAは GAPDH mRNAの発現量により補正し，PC-3細胞に
おける発現量を 1としたときの相対値を示した。(B) 肺腺癌および肺扁平上皮癌細胞株にお
ける LIPHタンパク質の分泌発現量を ELISAにより定量した。肺癌細胞株を 80%コンフル
エントに達するまで培養後，無血清培地である GIT培地に交換しさらに 72時間培養した培
養上清を試料として用いた。 (C) 肺癌細胞株，SAECおよび NHBEにおける LIPHタンパ
ク質の発現をウエスタンブロットにより解析した。全てのグラフのエラーバーには標準偏
差を示した。
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図４．LIPHは進行肺癌で高発現した。(A) 病理 stage IIIあるいは IVの患者由来の肺癌組織
およびその周辺正常組織における LIPH mRNAの発現量を定量 PCRにより定量した。LIPH
の発現量は TBP mRNAの発現量で補正した。エラーバーには標準偏差を示した (n=3)。AC
は肺腺癌，SCCは肺扁平上皮癌，LCNECは大細胞神経内分泌癌を表している。(B) 病理 stage
III, IVの肺癌患者から取得した血清中 LIPHタンパク質量を ELISAにより定量した。
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図５．LIPHは早期肺癌で高発現した。(A) 病理 stage IAの患者由来の肺癌組織およびその
周辺正常組織における LIPH mRNAの発現量を定量 PCRにより定量した。LIPHの発現量は
TBP mRNAの発現量で標準化した。エラーバーには標準偏差を示した (n=3)。ACは肺腺癌
を表している。(B) 病理 stage Iあるいは IIの肺癌患者から取得した血清中 LIPHタンパク質
量を ELISAにより定量した。
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図６．血清中の LIPH発現量は血清中の CEA発現量と相関しない。(A) 図 3Bおよび (B) 図
4B で示した試料中におけるLIPHタンパク質発現量とCEAタンパク質発現量の相関を示し
た。CEA値は検体情報に付与されていた値を使用した。
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図７．肺癌組織マイクロアレイにおける LIPHタンパク質の免疫組織化学解析。 (A) 肺腺
癌，(B) non-mucinous BAC，(C) mucinous BAC，(D, E) 肺扁平上皮癌，および (F) 正常肺組
織における LIPHタンパク質の発現を免疫組織化学により解析した。画像は材料と方法に記
した試料のうち代表的なものを示した。観察倍率は 400倍，スケールバーは 100 µmを示し
た。
A                        B
E                        F
C                       D
図７
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図８．小細胞肺癌において LIPHは明瞭な発現パターンを示さない。小細胞肺癌における
LIPHタンパク質の発現を免疫組織化学により解析した。(A) LIPH陽性 (B) LIPH陰性 (C)
不明瞭症例。観察倍率は 400倍，スケールバーは 100 µmを示した。
A                        
図８
B                        
C                        
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図９．LIPH安定発現細胞の樹立。 (A) pIRESpuro3-LIPH･3Flagベクター作製の概要。 (B)
LIPH-Flag安定発現 RERF-LC-KJ細胞における外来性 LIPHの発現を抗 FLAG抗体でウエス
タンブロットすることにより検出した。抗 Actin抗体はローディングコントロールとして用
いた。
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図１０．LIPHの過剰発現は RERF-LC-KJ細胞の細胞増殖に影響を与えない。(A) LIPH-Flag
を安定発現した RERF-LC-KJ細胞の細胞増殖。細胞の播種から 72時間後に総細胞数を計測
した。 (B) LIPH-Flagを安定発現した RERF-LC-KJ細胞の wound healing assay解析。創傷直
後 (0h)，8時間後に画像を取得した。スケールバーは 500 µmを示した。(C) (B)で示した創
傷領域の面積を Image Jソフトウェアを用いて計測した (n=3)。
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図１１．LIPHの過剰発現は PC-14細胞の細胞増殖に影響を与えない。(A) LIPH-Flag安定発
現 PC-14細胞における外来性 LIPHの発現。抗 FLAG抗体あるいは抗 Actin抗体によるウエ
スタンブロットで各タンパク質を検出した。(B) LIPH-Flagを安定発現した PC-14細胞の細
胞増殖。細胞の播種から 72時間後に総細胞数を計測した。 (C) LIPH-Flagを安定発現した
PC-14細胞の wound healing assay解析。創傷直後 (0h)，8時間後に画像を取得した。スケー
ルバーは 500 µmを示した。(D) (C)で示した創傷領域の面積を Image Jソフトウェアを用い
て計測した (n=3)。
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図１２．LIPHの過剰発現は VMRC-LCD細胞の細胞増殖に影響を与えない。(A) LIPH-Flag
安定発現 VMRC-LCD細胞における外来性 LIPHの発現。抗 FLAG抗体あるいは抗 Actin抗
体によるウエスタンブロットで各タンパク質を検出した。(B) LIPH-Flagを安定発現した
VMRC-LCD細胞の細胞増殖。細胞の播種から 72時間後に総細胞数を計測した。
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図１３．LIPHのノックダウンは肺腺癌細胞 ABC-1の細胞増殖を抑制する。(A) siRNAによ
る内在性 LIPHのノックダウンのウエスタンブロットによる解析した。トランスフェクショ
ンから 72時間後にタンパク質抽出液を回収し，抗 LIPH抗体あるいは抗 Actin抗体でのウエ
スタンブロットにより評価した。(B) LIPHに対する siRNA (siLIPH) No. 3 (siLIPH3) をトラ
ンスフェクションした ABC-1細胞の細胞増殖。トランスフェクションから 72時間後に総細
胞数を計測した。(C) siLIPH3をトランスフェクションしたABC-1細胞のwound healing assay
解析。創傷直後 (0h)，6時間後，24時間後に画像を取得した。図は創傷直後と 24時間後の
画像を示した。スケールバーは 500 µmを示した。(D) (C)で示した創傷領域の面積を Image J
ソフトウェアを用いて計測した (n=3, *p<0.05)。
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図１４．異なるターゲット配列を認識する LIPH に対する siRNAによっても肺腺癌細胞
ABC-1の細胞増殖が抑制される。(A) LIPHに対する siRNA (siLIPH) No. 1 (siLIPH1) をトラ
ンスフェクションした ABC-1細胞の細胞増殖。トランスフェクションから 72時間後に総細
胞数を計測した。(B) siLIPH1をトランスフェクションしたABC-1細胞のwound healing assay
解析。創傷直後 (0h)，6時間後，24時間後に画像を取得した。図は創傷直後と 24時間後の
画像を示した。スケールバーは 500 µmを示した。(C) (B)で示した創傷領域の面積を Image J
ソフトウェアを用いて計測した (n=3, *p<0.05)。
図１４
siCtrl siLIPH1
∗
siControl
∗
siLIPH1
A
B C
細
胞
数
 
 
x1
05
0h 24h
相
対
面
積
 
(%
)
時間（時間）
- 60 -
図１５．LIPHは EGFR経路を活性化しない。(A) 毛包細胞において LIPHが受容体介在シ
グナルにより EGFF 経路を活性化する概略図。 (B) siLIPH をトランスフェクションした
ABC-1細胞および LIPH-Flag安定発現 RERF-LC-KJ細胞における EGFRのリン酸化状態を
ウエスタンブロットにより解析した。
pEGFR
α-Tubulin
siL
IP
H
siC
trl
LI
PH
-
Fl
ag
M
oc
k
ABC-1
RERF-LC-KJ
EGFR
LIPH
B
図１５
A
TGFα
proTGFα
- 62 -
図１６．LIPHは PI3K/AKTおよび MAPK経路を活性化しない。(A) LPA受容体介在シグナ
ルが AKT および MAPK 経路を活性化する概略図。（A. Inoue et al., LPA-producing enzyme
PA-PLA(1)alpha regulates hair follicle development by modulating EGFR signalling, Embo J 30
(2011) 4248-4260.より改変）(B) siLIPH をトランスフェクションした ABC-1 細胞および
LIPH-Flag安定発現 RERF-LC-KJ細胞における AKTおよび ERKのリン酸化状態をウエスタ
ンブロットにより解析した。
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図１７．肺腺癌細胞株において LIPHの発現量は LPA受容体遺伝子の発現量と相関しない。
LPAR1, 2, 3, 4, 5および 6の発現量を RT-PCRにより解析した。GAPDHは内部標準として使
用した。
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図１８．肺癌において LIPHは LPA受容体遺伝子の発現を制御しない。siLIPHをトランス
フェクションした ABC-1細胞および LIPHを安定発現した RERF-LC-KJ細胞における LPA
受容体遺伝子の発現を RT-PCRによって解析した。GAPDHは内部標準として使用した。
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図１９．血清中の LIPH発現量の予後予測に対する ROC解析。死亡を陽性として ROC解析
を行った。X軸に 1-特異度，Y軸に感度をプロットすることで ROC曲線を作成し，曲線下
面積を算出した。
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図２０．LIPH高発現群は外科切除後の予後が良好である。早期肺癌患者の LIPH高値群 (≧
6.0 ng/ml, n=46) および低値群 (< 6.0 ng/ml, n=32) における (A) 無増悪生存期間および (B)
全生存期間。(C) 術後補助化学療法が行なわれた 16例を除外した早期肺癌患者の血清 LIPH
高値群 (≧6.0 ng/ml, n=37) および低値群 (< 6.0 ng/ml, n=25) における全生存期間。
BA 図２０
     : LIPH ≥6.0ng
     : LIPH <6.0ng
     : LIPH ≥6.0ng
     : LIPH <6.0ng
C
     : LIPH ≥6.0ng
     : LIPH <6.0ng
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